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(54) Title: METHOD FOR THE PRODUCTION OF CARBOXYLIC ACID AMIDES 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON CARBONSAUREAMIDEN 

(57) Abstract: The invention relates to a method for the production of carboxylic acid amides, especially peptides, from an acid 
component in the form of a compound having at least one carboxy group and an amine component in the form of a compound having 
at least one primary or secondary amino group. The invention also relates to the utilization of said carboxylic acid amides. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Carbonsaureamiden, insbesondere Peptiden, aus 
einer Saure-Komponente in Form einer mindestens eine Carboxy-Gruppe aufweisenden Verbindung und einer Amin-Komponente 
in Form einer mindestens eine primare odcr sckundare Amino-Gruppe aufweisenden Verbindung sowie dessen Verwendung. 
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Verfahren zur Herstellung von Carbonsaureamiden 

Die Erfindung betriffi ein Verfahren zur Herstellung von Carbonsaureamiden, insbe- 
sondere Peptiden. 

5 

CarbonsSureamide werden ublichenveise durch Kniipfiing einer Amidbindung CO-N 
zwischen der Carbonyl-Gruppe einer Saure-Komponente, z.B. einer Carbonsaure, 
und dem Stickstoff-Atom einer Amin-Komponente, z.B. einem primaren oder 
sekundaren Amin, hergestellt. Diese Bindungsknttpfiing wird auch als Kondensation, 
10 im Folgenden aber als Kupplung bezeichnet. 

Von besonderer Bedeutung ist die Kupplung fur die Peptid-Synthese. Das Ziel der 
Peptid-Synthese ist der Aufbau von Peptiden aus Aminosauren derart, dass genau die 
gewunschte Reihenfolge der Aminosaure-Bausteine eingehalten wird, eine moglichst 
15 hohe Ausbeute (Effizienz) erzielt und Epimerisierungen - bzw. Racemisierungen 
im Falle nur eines vorhandenen asymmetrischen Kohlenstoff-Atoms - wahrend der 
Reaktion weitgehend oder vollstandig vermieden werden zugunsten einer hoheren 
Produktreinheit 

20 Am Anfang steht die Synthese von Dipeptiden, wobei wie in alien folgenden 
Schritten darauf zu achten ist, dass von den beiden funktionellen Gruppen der 
AminosSuren (bzw. der Peptide) jeweils nur die eine in Reaktion tritt. Durch 
Blockierung der jeweils anderen Gruppen mittels Schutzgruppen, im Folgenden 
symbolisch als PG" und PG dargestellt, erreicht man so, dass die Acylierung der 

25 freien Amino-Gruppe einer Aminosaure der allgemeinen Formel AS, 
HNCRO-CH^-COOH, (R, R = H, optional substituierte Alkyl- oder Aryl-Gruppe; 
z.B. AS = Tryptophan, Lysin, Asparagin, Serin, etc.) nur durch die Carboxy-Gruppe 
einer anderen Aminosaure stattfinden kann. Erster Schritt der Peptid-Synthese ist 
demnach die Synthese der partiell geschatzten Aminosauren 1, 

30 PG"-N(R m )-CH(R M )-COOH, und 2, HNCR'KMCR^OPG'. 
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Diese werden im zweiten Schritt, dem Kupplungsschritt, miteinander in Reaktion 
gebracht, wozu jedoch eine Aktivierung der Carboxy-Gruppe erforderlich ist. Dazu 
uberfiihrt man diese Ublicherweise zunachst in einem vorgeschalteten Aktivierungs- 
schritt mit Aktivierungsreagenzien intermedin in eine labile und besonders 
5 reaktionsfahige Form, meist eine elektronenarme Spezies wie ein Anhydrid, Ester 
oder Halogenid. Dadurch wird nucleophile Angriff der Amin-Komponente 1 be- 
gunstigt. 

Die Umsetzung der partiell geschutzten, aktivierten Komponenten 1 und 2 im Kup- 
10 plungsschritt in Gegenwart von Kupplungsreagenzien (Kondensationsreagenzien) 
fiihrt schliefilich zum gewunschten Dipeptid PG ,, -N(R ,, ')-CH(R ^ K:a-N(R , )- 
CH(R)-Ca-PG\ 

Der dritte Schritt der Peptid-Synthese besteht in der Abspaltung der Schutzgruppen, 
15 wofiir sich spezifische Reagenzien eingefUhrt haben, z.B. die Behandlung mit 
Halogenwasserstoffsauren und/oder Trifluoressigsaure im Fall von PG"-Schutz- 
gruppen wie der Benzyloxycarbonyl- (PG" = Cbz), der tert.-Butoxycarbonyl- (Boc), 
der Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl- (Fmoc), der Triphenylmethyl- (Trt) oder der 
Nitrobenzolsulfenyl-Gruppe (Nps). Die PG'-Schutzgruppen der Carboxy-Gruppe, 
20 z.B. Methyl-, Ethyl-, Benzyl-, 4-Nitrobenzyl- und ter/-Butylester, werden ahnlich 
sowie durch alkalische Verseifiing abgespalten. 

Das nach Entfernung einer oder beider Schutzgruppen isolierbare Dipeptid kann in 
analog durchzuflihrenden Reaktionsschritten als Basis flir die Synthese hfiherer 
25 (langerer) Peptide eingesetzt werden. Je nach Struktur des Peptids kann es jedoch 
vorteilhafter sein Segmentkupplungen anzuwenden, z.B. ein Dodecapeptid - start 
konsekutiv in 1 1 Kupplungsschritten - durch Verkniipfung dreier Tetrapeptide herzu- 
stellen, oder sogar erforderlich sein, spezielle Synthese-Strategien zu entwickeln. 

30 Die meisten Peptid-Synthesen werden als Festphasen-Synthesen durchgeftihrt. Unter 
Festphasen-Synthese bzw. Festphasen-Technik versteht man Arbeitsweisen, bei 
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denen mindestens ein Reaktionspartner - im Falle der Peptid-Synthese die Saure- 
oder Amin-Komponente, z.B. eine Aminosaure oder ein Peptid - in festphasen- 
gebundener Form vorliegt. Dies geschieht durch Immobilisierung des Reaktions- 
partners auf geeigneten Tragern wie Kunstharzen verschiedener Zusammensetzung. 

5 Dabei kann entweder die Carboxy-Gruppe der Aminosaure bzw. des Carboxy- 
Terminus (kurz: C-Terminus/-terminal) des Peptids oder die Amino-Gruppe der 
Aminosaure bzw. des Amino-Terminus (kurz: N-Tenninus/-terminal) des Peptids am 
Trager fixiert werden. Die Dosierung, Wiederaufbereitung und Abtrennung von 
Reaktionsprodukten wird erheblich erleichtert. Die bekannteste Festphasen-Peptid- 

10 Synthese ist die von Merrifield eingefuhrte und inzwischen weitgehend automa- 
tisierte Merrifield-Technik. 

Bei der Festphasen-Synthese wird iiblicherweise die C-terminale Aminosaureeinheit 
des zu synthetisierenden Peptids tiber seine Carboxy-Gruppe an den unloslichen 

15 Trager geknupft. Alle fiinktionellen Gruppen der Aminosaure-Seitenketten mussen 
mit permanenten Schutzgruppen versehen werden, die gegeniiber den Reaktionsbe- 
dingungen der nachfolgenden Kupplungen stabil sind. Die temporare Schutzgruppe, 
die die a-Aminogruppe wahrend der Beladung des Tragers zun&chst maskiert, wird 
anschlieBend entfernt. Ein Uberschuss einer zweiten Aminosaure wird eingebracht, 

20 wobei die Carboxy-Gruppe dieser Aminosaure mit einem Aktivierungsreagenz fur 
die Amidbindungsbildung aktiviert wird. Im Anschluss an die Kupplung wird der 
Uberschuss an Reagenzien durch einen Waschprozess entfernt und die Schutzgruppe 
des N-Terminus des Dipeptids abgespalten, bevor die dritte Aminosaure zugegeben 
wird. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis die gewunschte Peptidsequenz 

25 zusammengesetzt ist. In einem letzten Schritt wird das Peptid vom Trager abge- 
spalten und die Seitenketten-Schutzgruppen werden entfernt. Im allgemeinen werden 
die Beschaffenheit der Seitenketten und die Immobilisierung so aufeinander abge- 
stimmt, dass die Schutzgruppenabspaltung und die Freisetzung des Peptids von der 
Festphase in einem Schritt vorgenommen werden kann. 
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Neben der Festphasen-Technik nimmt der Verzicht auf die Immobilisierung und 
Ubergang uber heterogene Gemische wie Dispersionen, insbesondere Suspensionen, 
bis zur homogenen Phase oder die Kombination von Fest- und Flussigphasen- 
Technik zu. 

5 

Als Aktivierungsreagenzien haben sich bei der Kupplung von Aminosauren 1 und 2 
mit R' = R ,M = H neben klassischen Reagenzien zur Bildung von Saurechloriden, ge- 
mischten Anhydriden, Pentafluorophenylestern etc. Kombinationen aus verschieden 
substituierten Carbodiimiden, z.B. DCC (N^-Dicyclohexylcarbodiimid), DIC (Di- 
10 isopropylcarbodiimid) oder EDC (N-Ethyl-N , -(3-dimethylaminopropyl)-carbodi- 
imidHCl), und einem Benzotriazol wie HOBt (1-Hydroxybenzotriazol) oder Aza- 
benzotriazol wie HOAt (7-Aza-l-hydroxybenzotriazol) bewahrt. 

Fur die speziellen Aktivierungsreagenz-Kombinationen DCC/HOAt und DIC/HOAt 
15 ist bekannt, dass die Verwendung einer schwachen Base wie Collidin fur die 
Aktivierung der Saure-Komponente und der Zusatz einer starkeren Base beim 
Kupplungsschritt unter Umstanden die Effizienz und Geschwindigkeit der Gesamt- 
reaktion erheblich verbessem kann (L. A. Carpino, A. El-Faham, Tetrahedron 1999, 
55, 6813-6830). 

20 

Die Ausbeute der Kupplung gewinnt mit zunehmender Lange (H5he) des herzu- 
stellenden Peptids erheblich an Bedeutung. So bedeutet eine Kupplungsausbeute 
von 95 % je Kupplung fur die Herstellung eines Pentapeptids, ausgehend von einer 
ersten Aminosaure, nach 4 Kupplungen eine Ausbeute von 81 %, bezogen auf die 
25 erste Aminosaure. Bei der Herstellung eines Decapeptids betragt die Ausbeute nach 9 
Kupplungen dagegen nur noch 63 %. 

Geringe Kupplungsausbeuten treten meist dann auf, wenn sterisch gehinderte 
Aminosauren die Kupplung erschweren. Das ist beispielsweise der Fall bei Amino- 
30 sauren mit raumerailenden Seitenketten, z.B. Valin (AS: R = iso-Propyl) oder 
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Isoleucin (AS: R = sek-Butyl), oder bei A^Alkylaminosauren, d. h. Aminosauren 
mit N-Alkylgruppen, z.B. Af-Methylaminosauren (AS: R' = Me). 

Af-Aikylaminosauren sind Bestandteil einer Vielzahl biologisch aktiver Peptide (J. M. 

5 Humphrey, A. R. Chamberlin, Chem. Rev. 1997, 97, 2243-2266). Obwohl zahlreiche 
hochaktive Aktivierungsreagenzien wie die von HOBt oder HOAt abgeleiteten 
Iminium- bzw. Uroniumsalze, z.B. BOP-C1 oder das teure HATU, bekannt sind, ist 
bisher noch kein Durchbruch fur das Problem der Festphasen-Kupplung sterisch ge- 
hinderter jV-Alkylaminosauren gelungen. Aus diesem Grand war man bisher auf eine 

10 Umgehung dieses Problems durch Anwendung von Segmentkupplungen und 
selektiver Methylierung am Harz angewiesen, z.B. bei der Totalsynthese des Cyclo- 
peptids Cyclosporin A, bei dem 7 von insgesamt 1 1 Amidbindungen methyliert sind 
((a) R. M. Wenger, Helv. Chim. Acta 1983, 66, 2672; (b) W. J. Colucci, R. D. Tung, 
J. A. Petri, D. A. Rich, J. Org. Chem. 1990, 55, 2895; (c) P. Raman, S. S. Stokes, Y. 

15 M. Angell, G. R. Flentke, D. A. Rich, J. Org. Chem. 1998, 63, 5734-5735). 




Von Li et al wurden die Aktivierungsreagenzien BEMT und BEP und deren Einsatz 
20 in der Totalsynthese von Cyclosporin O beschrieben ((a) P. Li, J. Cheng Xu, 
Tetrahedron Lett. 1999, 40 y 8301-8304; (b) P. Li, J. Cheng Xu, Chem. Lett. 2000, 
204-205; (c) P. Li, J. Cheng Xu, J. Org. Chem. 2000, (55, 2951-2958). Bei ihrem 
Einsatz als Festphasen-Aktivierungsreagenz sind BEMT und BEP dem Reagenz 
HATU deutlich iiberlegen, jedoch nach wie vor nicht effizient genug fur den Einsatz 
25 in der Festphasen-Kupplung N-methylierter Aminosauren. Speziell fur den Fall der 
Kupplung zweier N-Methylaminosauren mit sperrigen Seitenketten, z.B. Fmoc- 
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MeVal-OH an MeVal-Peptidyl-Harz, sind die Ausbeuten eigenen Versuchen zufolge 
mit weniger als 30 % generell niedrig. 

Aus WO 00/02898 ist eine Verfahren zur Peptid-Synthese mit dem Aktivierungs- 
5 reagenz Triphosgen und Collidin bekannt, welches bei der Kupplung von Af-Methyl- 
aminosauren mit sperrigen Seitenketten hohere Kupplungsausbeuten als HATU, 
BOP-C1, TFFH oder andere Reagenzien erbringt (E. Falb, T. Yechezkel, Y. Salitra, 
C. Gilon, 1 Peptide Res. 1999, 53, 507-517). 




10 Triphosgen 2,4,6-Collidin 

Die Kupplung von Fmoc-geschiitzten Aminosauren an JV-Alkyl-Aminosauren, die an 
einen Peptidyl-Rinkamid-Harzrest gebunden sind, geschieht dabei folgendeimaBen: 
Eine Fmoc-geschiitzte Aminosaure wird mit 1,65 eq. (eq. = Stoffinengen-Aquivalent) 
15 Triphosgen und 14 eq. Collidin in THF umgesetzt und nach 1 min Aktivierungszeit 
1 h bei 50°C mit der am Peptidyl-Harz-Rest gebundenen Aminosaure zur Reaktion 
gebracht. 

Auch dieses Verfahren weist eine Reihe von Nachteilen auf. Die Kupplung sterisch 
20 gehinderter AMVlethylaminosauren gelingt zwar gut, die fur die Synthese hoherer 
Peptide essentiellen Kupplungsausbeuten von Ober 90% konnen jedoch nicht 
erreicht werden. Die erforderliche hohe Reaktionstemperatur ist fur die Festphasen- 
Synthese unpraktisch und fuhrt in erhdhtem MaBe zu Nebenreaktionen. Das 
verwendete Rink-Amid-Harz benotigt stark saure Abspaltungsbedingungen, welche 
25 im Fall von vielfach N-methylierten Peptiden bekanntermaBen zur Zersetzung fiihren 
(J. Urban, T. Vaisar, R. Shen, M. S. Lee, InL J. Peptide Protein Res. 1996, 47, 182- 
189). 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein Verfahren zur Herstellung von 
Carbonsaureamiden bereitzustellen, das die Kupplung sterisch gehinderter Amino- 
sauren in hohen Ausbeuten ermSglicht 

5 

Gelost wird die Aufgabe durch ein spezielles Aktivierungsreagenz in Kombination 
mit dem Einsatz von bestimmten Basen sowohl zusammen mit der Saure-Kompo- 
nente im Aktivierungsschritt als auch zusammen mit der Amin-Komponente fur den 
Kupplungsschritt 

10 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von Carbonsaureamiden, 
insbesondere Peptiden, aus einer Saure-Komponente in Form einer mindestens eine 
Carboxy-Gruppe aufweisenden Verbindung und einer Amin-Komponente in Form 
einer mindestens eine primare oder sekundare Amino-Gruppe aufweisenden Ver- 
15 bindung, bei dem 



(i) die Amin-Komponente zusammen mit einer Kupplungsbase in Form einer 
organischen Base mit mindestens einem StickstofFatom in einem Losungs- 
mittel vorgelegt wird, 

20 

(ii) die Saure-Komponente mit einem Aktivierungsreagenz in Form eines 
Carbonate der Formel I, 



25 



0 =C(-OX) 2 (I) 

das die beiden gleichen oder verschiedenen, getrennten oder miteinander ver- 
bundenen, elektronenziehenden Gruppen X aufweist, 



dessen Monohalogenids der Formel II, 

30 



0=C(-OX)Y (II) 
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in der X die gleiche Bedeutung wie in Formel I hat und Y fiir ein Halogen- 
atom steht, 

5 oder dessen Dihalogenids der Formel IE, 

OCYY* (HI) 
in der Y und Y f unabhangig voneinander fur je ein Halogenatom stehen, 

10 

und einer Aktivierungsbase in Form einer organischen Base mit mindestens 
einem Stickstoffatom in ein Lflsungsmittel gegeben wird, 

(iii) das die Saure-Komponente enthaltende Gemisch gemafl (ii) zu dem die 
15 Amin-Komponente enthaltenden Gemisch gemaB (i) gegeben wird. 

Das erfindungsgemafie Verfahren ist hocheffizient und ermoglicht Kupplungen, die 
mit den bisher bekannten Verfahren nur in sehr geringen Ausbeuten abliefen und da- 
her insbesondere fiir die Festphasen-Synthese von Peptiden ungeeignet waren. Damit 

20 ist erstmals eine effiziente Fest- und Fliissigphasen-Synthese von den in der Natur 
vielfach vorkommenden Peptiden mit #-alkylierten und sterisch gehinderten Amino- 
sauren moglich. Das Verfahren ist einfach durchfiihrbar, die Reaktion lauft sehr 
schnell ab und ist auch bei hoher sterischer Hinderung komplett epimerisierungsfrei. 
Auch kann auf das schadliche Erhitzen bei der Reaktionsdurchfuhrung verzichtet 

25 werden. Weiterhin erlaubt es den Einsatz billiger Kupplungsreagenzien wie 
Triphosgen, wahrend die meisten der bekannten modernen Aktivierungsreagenzien 
sehr teuer sind. Damit eignet sich das Verfahren auch aus wirtschaftlicher Sicht uni- 
versell zur JCnupfung von Amidbindungen an der Festphase wie auch in FlQssigphase 
bzw. Losung, und zwar insbesondere in Fallen, bei denen die herkommlichen Ver- 

30 fahren zur Kniipfung von Amidbindungen nicht effizient genug sind. 
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Das vorliegende Verfahren bietet sich speziell fur die Herstellung zahlreicher 
biologisch aktiver AT-Alkylamide an, deren Herstellung oft problematisch ist und 
teure Reagenzien benGtigt. Ebenso bietet sich das vorliegende Verfahren fur die Her- 
stellung zahlreicher Af-methylierter cyclopeptidischer biologisch aktiver Naturstoffe, 
5 z.B. Cyclosporin, Tentoxine, Dolastatine, Jaspamide, Didemnide, Nodularine und 
eine Reihe weiterer Vertreter an (J. M. Humphrey, A. R. Chamberlin, Chem. Rev. 
1997, 97, 2243-2266). Weiterhin kann es fUr ein Funktionalitatsscreening von 
Peptiden genutzt werden, indem - zur gezielten Unterbindung bestimmter Wasser- 
stoffbriicken - anstelle normaler nicht-W-alkylsubstituierter Aminosauren N- 
10 Methylaminosauren eingebaut werden. N-Methylpeptide sind zudem hydrophober 
und stabiler gegenuber proteolytischen Enzymen, was ihre BioverfUgbarkeit und ihr 
therapeutisches Potential verbessern kann. 

Die Saure-Komponente und/oder die Amin-Komponente ist vorzugsweise eine 
15 Aminosaure oder ein Peptid, deren iibrige Carboxy- und/oder Amino-Gruppen ge- 
schutzt sind. 

Die Saure-Komponente und die Amin-Komponente werden iiblicherweise in einem 
Verhaltnis, bezogen auf die Stoffinenge, von mindestens 1 zu 1, vorzugsweise von 1 
20 zu 1 bis 10 zu 1, insbesondere von 1 zu 1 bis 5 zu 1, eingesetzt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens sind entweder die Saure- 
Komponente und die Amin-Komponente gleiche oder verschiedene Aminosauren 
oder ist die Saure-Komponente eine Aminosaure und die Amin-Komponente ein 
25 Peptid oder ist die Amin-Komponente eine Aminosaure und die Saure-Komponente 
ein Peptid, wobei uberdie mindestens eine Carboxy-Gruppe und die mindestens eine 
primare oder sekundare Amino-Gruppe hinaus vorhandene weitere Carboxy- bzw. 
primare oder sekundare Amino-Gruppen geschutzt sind. 

30 Hierbei ist es besonders bevorzugt, dass die Amino-Gruppe der Amin-Komponente 
eine sekundare Amino-Gruppe und/oder die an das a-C-Atom der Saure-Komponente 
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gebundene Aminogruppe eine sekundare Amino-Gruppe ist, insbesondere die 
Amino-Gruppe der Amin-Komponente und die geschiitzte oder peptidisch ver- 
knupfte Aminogruppe der Saure-Komponente beide JV-alkyliert sind, vorzugsweise 
unabhangig voneinander N-alkyliert mit einer Methyl-, Ethyl-, Propyl-, iso-Propyl-, 
5 Cyclolhexyl- oder Benzylgruppe oder mit einer dieser Gruppen, die mit einer oder 
mehreren Amino- und/oder Carboxygruppen substituiert ist, wobei diese Amino- 
bzw. Carboxygruppen ihrerseits durch entsprechende Schutzgruppen geschutzt sind. 

Bei dem Aktivierungsreagenz in Form eines Carbonats der Formel I stellt die Einheit 
10 (-OX) 2 im Falle getrennter elektronenziehenden Gruppen X zwei getrennte Gruppen 
-OX dar, wahrend sie im Falle miteinander verbundener elektronenziehender 
Gruppen X eine Einheit -OX-XO- darstellt, beispielsweise bei einem 1,3-Di- 
oxolan-2-onderivat 

15 Als Aktivierungsreagenz wird ublicherweise eingesetzt ein Carbonat der Formel I, in 
der eine oder beide Gruppen X unabhangig voneinander fur eine Gruppe CH 3 _ n Y n 
stehen, wobei n fur eine der Zahlen 1, 2 oder 3 und Y n fur ein, zwei oder drei gleiche 
oder verschiedene Halogenatome steht, stehen, oder ein halogeniertes 1,3-Dioxo- 
lan-2-onderivat, dessen vier Wasserstoffatome in 4- und 5-Position ganz oder teil- 

20 weise durch ein, zwei, drei oder vier gleiche oder verschiedene Halogenatome substi- 
tuiert sind, oder ein Monohalogenid der Formel II, in der X fur eine Gruppe CH 3 - n Yn 
steht, wobei n fiir eine der Zahlen 1, 2 oder 3 und Y n fur ein, zwei oder drei gleiche 
oder verschiedene Halogenatome steht, stehen, oder ein Dihalogenid der Formel III. 

25 Bevorzugte Halogenatome sind dabei Fluor, Chlor und Brom, insbesondere Chlor, 
wobei im Falle von zwei oder drei an ein Kohlenstoffatom gebundenen Halogen- 
atomen diese vorzugsweise gleich sind. Dementsprechend stehen die Gruppen X in 
Formeln I bzw. II unabhangig voneinander insbesondere fur eine der Gruppen CC1 3 , 
CF 3 , CBr 3 , CHC1 2 , CHF 2 , CHBr 2 , CHI 2 , CH 2 C1, CH 2 F oder CH 2 Br und sind bevor- 

30 zugte Dihalogenide der Formel III 0=CF 2 , OCCl 2 (Phosgen) und Q=CBr 2 . 
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Vorzugsweise wird als Aktivierungsreagenz Triphosgen (0=C(-0CC1 3 ) 2 , Bis-(Tri- 
chlormethyl)-carbonat, BTC), Diphosgen (0=C(-0CC1 3 )C1), Phosgen (OCCl 2 ) 
und/oder 4,4,5,5-Tetrachlor-l,3-dioxolan-2-on und besonders bevorzugt Triphosgen 
eingesetzt. 

5 

Die Saure-Komponente und das Aktivierungsreagenz werden Qblicherweise in einem 
Verhaltnis, bezogen auf die Stoffinenge, von mindestens 1 zu 1, vorzugsweise von 1 
zu 1 bis 4 zu 1, insbesondere von 2 zu 1 bis 3 zu 1, eingesetzt. Bei dem Einsatz von 
Triphosgen als Aktivierungsreagenz ist ein Verhaltnis von 3:1, bei Diphosgen von 
10 2: 1 und bei Phosgen und halogenierten Dioxolanonen von 1 : 1 besonders bevorzugt. 

Die Kupplungsbase und die Aktivierungsbase werden ublicherweise unabhangig 
voneinander ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Pyridin und die ein- oder mehr- 
fach alkylsubstituierten Pyridinderivate, vorzugsweise aus den Collidinen, 2,4,6- 

15 Tritert-butylpyridin, 2,6-Ditert-butylpyridin, 2,6-Ditert-butyl-4-methylpyridin, 2,6- 
Dimethylpyridin, 2,3,5,6-Tetramethylpyridin, 2-Methylpyridin und Pyridin, oder aus 
der Gruppe der Trialkylamine, vorzugsweise aus Diisopropylethylamin (DIEA), Tri- 
isopropylamin, N-Methylmorpholin, Triethylamin. Die Collidine sind die ver- 
schiedenen Trimethylpyridine und Ethylmethylpyridine, beispielsweise 2,3,5- 

20 Collidin und insbesondere 2,4,6-Collidin. Genauso konnen Mischungen von zwei 
oder mehr Basen eingesetzt werden. 

Die KupplungsefFizienz laBt sich durch die gezielte Auswahl von Kupplungs- 
und/oder Aktivierungsbase steigern. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Ver- 

25 fahrens ist die zusammen mit der Amin-Komponente eingesetzte Kupplungsbase 
2,4,6-Collidin, Pyridin, Triethylamin oder ein sterisch gehindertes Trialkylamin, vor- 
zugsweise ein sterisch gehindertes Trialkylamin, insbesondere Diisopropylethylamin 
oder Triisopropylamin, besonders bevorzugt Diisopropylethylamin. In einer ebenfalls 
bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens ist die zusammen mit der S&ure- 

30 Komponente eingesetzte Aktivierungsbase ein sterisch gehindertes ein- oder mehr- 
fach alkylsubstituiertes Pyridinderivat, vorzugsweise 2,4,6-Collidin, 2,4,6-Tritert- 
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butylpyridin, 2,6-Ditert-butylpyridin, 2,6-Ditert-butyl-4-methylpyridin, 2,6-Di- 
methylpyridin oder 2,3,5,6-Tetramethylpyridin, besonders bevorzugt 2,4,6-Collidin. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens werden die beiden 
5 vorstehenden bevorzugten Ausfuhrungsform miteinander kombiniert. Dabei fallt die 
Steigerung der Kupplungseffizienz besonders hoch aus, wenn mit dem sterisch ge- 
hinderten Pyridinderivat, vorzugsweise 2,4,6-Collidin oder 2,4,6-Tri-tert-butyl- 
pyridin, insbesondere 2,4,6-Collidin, als Aktivierungsbase ein sterisch gehindertes 
Trialkylamin, insbesondere DIEA, als Kupplungsbase kombiniert wird. 2,4,6-Tri- 
10 tert-butylpyridin steigert die Kupplungseffizienz in der Regel weniger als 2,4,6- 
Collidin, ergibt jedoch wahrend der Aktivierung in THF eine homogene Losung. 

Die Kupplungsbase und/oder die Aktivierungsbase werden ttblicherweise in einem 
Verhaltnis zur Amin-Komponente, bezogen auf die Stoffmenge, von mindestens 2 zu 
15 1, vorzugsweise von 4 zu 1 bis 30 zu 1, insbesondere von 8 zu 1 bis 20 zu 1, be- 
sonders bevorzugt von 12 zu 1 bis 16 zu 1, eingesetzt. 

Die Losungsmittel gemaC (i) und (ii) sind unabhangig voneinander ausgewahlt aus 
den bei den Verfahrensbedingungen flussigen organischen und anorganischen 

20 Losungsmittel, ublicherweise aus Tetrahydrofuran, 1,4-Dioxan, Tetrahydropyran, 
Ethylenglykoldimethylether, Diethylenglykoldimethylether, Trichlormethan, 1,3-Di- 
chlorpropan, 1,2-Dichlorethan, Nitromethan oder ein Gemisch zweier oder mehrerer 
davon, vorzugsweise Tetrahydrofuran, 1,4-Dioxan, Tetrahydropyran, Ethylenglykol- 
dimethylether oder Diethylenglykoldimethylether oder ein Gemisch zweier oder 

25 mehrerer davon, insbesondere Tetrahydrofuran. 

Besonders bevorzugt sind die Losungsmittel gemaB (i) und (ii) identisch. 



In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens wird als Kupp- 
30 lungsbase DIEA, als Aktivierungsreagenz Triphosgen, als Aktivierungsbase 2,4,6- 
Collidin und als Losungsmittel jeweils Tetrahydrofuran (THF) eingesetzt, insbe- 
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sondere, bezogen auf die Amin-Komponente, 8 eq. DIEA, 1,15 eq. Triphosgen und 
10 eq. 2,4,6-Collidin. Die Saurekomponente wird dabei vorzugsweise in einem 
Verhaltnis, bezogen auf die Stoffinenge an Triphosgen, von 3 zu 1 eingesetzt, d. h., 
bezogen auf die Amin-Komponente, etwa 3,5 eq. der Saurekomponente. 

5 

Das Verfahren wird ublicherweise bei einer Temperatur von 15 bis 30°C, bevorzugt 
von 18 bis 25°C, insbesondere von 20 bis 22°C, durchgefiihrt. Nach (ii) 3 min 
ausreichend, vorzugsweise 10 s bis 2 min, insbesondere 30 s bis 1 min. Nach der 
Zugabe gemaB (iii) laflt man vorzugsweise fur eine Dauer von 5 min bis 4h 
10 reagieren. Dabei wird ublicherweise geschiittelt oder geriihrt 

In einer besonderen Ausfuhrungsform des Verfahrens ist die Amin-Komponente oder 
die Saure-Komponente reversibel an eine feste Phase gebunden, vorzugsweise an ein 
Harz, insbesondere an ein Tritylharz, Wang-Polystyrol-Harz oder Rink-Amid- 
1 5 MBHA-Harz und besonders bevorzugt an TCP-Harz: 




Die auf einer Benzylalkohol-Tragerung basierenden Wang-Harze und Sasrin-Harze 
20 sind fur die Kupplung sterisch gehinderter Aminosauren weniger geeignet, da auf der 
Dipeptidstufe eine sehr hohe Tendenz zur Bildung von Diketopiperazinen auftreten 
kann, was mit hohen Ausbeuteverlusten verbunden ist. 
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Besonders geeignet fur den sequentiellen Aufbau von //-Methylpeptiden ist das TCP 
(Tritylchlorid-Polystyrol)-Harz, ein von der Firma PepChem Goldammer & Clausen 
(D-72076 Tubingen) erhaltliches Tritylharz. Das TCP-Harz ist ein hervorragend 
ausgewogenes Harz, was die Stabilitat und Abspaltbarkeit betrifft, und verhindert 
5 durch den sperrigen Trityl-Linker die Diketopiperazin-Bildung auf der Dipeptidstufe. 
Das TCP-Harz ist vorzugsweise wie das von der Firma PepChem Goldammer & 
Clausen erhaltliche Handelsprodukt kaum oder sogar gar nicht mit Friedel-Crafts- 
Nebenprodukten verunreinigt, die sich bei Festphasen-Synthesen als problematisch 
erweisen konnen. 

10 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist in idealer Weise fur die Ankniipfung einer N- 
methylierten Fmoc-geschiitzten Aminosaure an eine Af-methylierte oder nicht- 
methylierte Aminogruppe eines Peptidyl-Harzes geeignet. 

15 Bei der Durchfuhrung des Verfahrens als Fliissigphasen-Synthese wird bei der 
Aktivierung vorzugsweise mindestens die doppelte Menge N-geschiitzte Amino- 
saure, bezogen auf die Stoffinenge an Aktivierungsreagenz, eingesetzt, urn zu ver- 
hindern, dass nicht umgesetztes Aktivierungsreagenz gegebenenfalls einen zersetzen- 
den Einfluss auf die Kupplungsreaktion nehmen kann. 

20 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Flttssigphasen-Synthese 
werden, bezogen auf die Stoffinenge an Amin-Komponente, 

(i) 1 eq. Amin-Komponente, insbesondere Carboxy-geschOtzte Aminosaure oder 
25 Peptid, zusammen mit einer Kupplungsbase, insbesondere DIEA, in einem 

Losungsmittel, insbesondere THF, vorgelegt wird, 

(ii) 1,1 eq. Saure-Komponente, insbesondere Fmoc-geschiitzte Aminosaure, mit 
einem Aktivierungsreagenz, insbesondere Triphosgen, und einer Aktivie- 

30 rungsbase, insbesondere 2,4,6-Collidin, in ein Losungsmittel, insbesondere 

THF, gegeben wird, 
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(iii) das die Saure-Komponente enthaltende Gemisch gemaB (ii) zu dem die 
Amin-Komponente enthaltenden Gemisch gemafl (i) gegeben, 

5 wobei Kupplungsbase und Aktivierungsbase in einer Menge von mindestens 2 eq., 
vorzugsweise von 4 bis 30 eq., insbesondere von 8 bis 20 eq., besonders bevorzugt 
von 12 bis 16 eq., beispielsweise von 14 eq., eingesetzt werden. 

Die Flussigphasen-Synthese verlauft auch in sterisch stark gehinderten Fallen, z.B. 
10 der Kupplung von MeVal mit MeVal, extrem schnell, in hohen Ausbeuten und 
epimerisierungsfrei . 



Das vorliegende Verfahren eignet sich zur Automatisierung, beispielsweise in einem 
Peptidsynthesizer. 
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Beispiele 

Beisgiej 1 Festphasen-Kupplungen mit Triphosgen 

5 Ausgehend von den am Harz gebundenen N-methylierten Aminosauren Melle (He = 
L-Isoleucin) bzw. MeLeu (Leu = L-Leucin) wurden das permethylierte Pentapeptid 
MeVal-MeVal-Sar-MeVal-Melle (Val = L-Valin, Sar = L-Sarcosin) bzw. das 
permethylierte Tetrapeptid MeLeu-MeLeu-MeVal-MeLeu durch vier bzw. drei 
Kupplungen hergestellt und dabei in einer Produktreinheit von iiber 98 % erhalten. 

10 

Bezogen auf die am Harz vorhandenen Aminofunktionen wurde bei jeder Kupplung 
mit folgenden Uberschussen gearbeitet (eq. = Stoffmengen-Aquivalent): 

Fmoc-Aminosaure: 5 eq. 

Triphosgen: 1,65 eq. 

15 Collidin: 14 eq. 

DIE A: 14 eq. 

Die Konzentration der Reaktionslosung wurde, bezogen auf die Fmoc-Aminosaure 
auf 0,14 mo 1/1 eingestellt. Dazu wurde Triphosgen als Stammldsung in wasserfreiem 
20 Tetrahydrofuran (THF(abs)) hergestellt, indem 13,7 mg Triphosgen pro 1ml 
THF(abs) gelSst wurden. Von dieser Losung wurden pro mmol Fmoc-Aminosaure 
7,14mlbentftigt 

Vorgehensweise : Das getrocknete, vorbelegte Harz (TCP-Harz von der Firma 
25 PepChem, Belegung ca. 0,4 mmol Amin-Komponente pro g Harz) wurde in einer 
Kunststoffspritze mit Kunststofffritte und VerschluBstopfen mit DIEAZTHF(abs) 
vorbehandelt. Dazu wurden je 100 mg Harz, 100 \i\ THF(abs) und 100 nl DIE A zum 
Harz gegeben. Die Vorquellzeit bis zur Zugabe der weiteren Reagenzien betrug 
zwischen 5 und 10 min. 

30 

Die Fmoc-Aminosaure (5 eq.) wurde in in einem Polypropylen-Rohrchen mit Deckel 
in der Triphosgen/THF-Stammlosung (1,65 eq. Triphosgen / 7,14 ml pro mmol 
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Aminosaure) unter Umschwenken geldst Sobald die AminosSure vollstandig gelost 
war, wurde 2,4,6-Collidin (14 eq. / 371 nl pro mmol Aminosaure) oder 2,4,6-Tri-tert- 
butylpyridin (14 eq.) zugegeben, wobei es im Fall von Collidin zu der Bildung eines 
farblosen Niederschlags kam. Die Mischung wurde fur etwa 30 bis 60 s umge- 

5 schwenkt, urn alle Reagenzien zu durchmischen und die Aminosaure zu aktivieren. 
Dann wurde die Suspension mit einer Pasteurpipette auf das vorgequollene Harz ge- 
geben. Die Spritze wurde verschlossen und auf einem Schuttler fur 5 bis 30 min bei 
20°C geschiittelt. Danach wurde das Harz nacheinander mit THF, Methanol (MeOH), 
Dimethylformamid (DMF), MeOH, Dichlormethan (DCM), MeOH jeweils 3 mal 

10 gewaschen. 

Beispiel 2 

Zur Veranschaulichung der Leistungsfahigkeit des Verfahrens wurde folgende 
15 Modellkupplung unter Verwendung dreier verschiedener Kupplungsverfahren 
(HATU/DIEA/DCM, BEMT/DIEA/DCM und Triphosgen/Collidin/ DDEA/THF) 
durchgefuhrt. Als Modellsystem wurde die Kupplung zweier sterisch gehinderter N- 
methylierter Aminosauren (MeVal) gewahlt, wobei das als Amin-Komponente 
dienende MeVal als Bestandteil des Tripeptids MeVal-Melle-Sar am Harz (P) 
20 gebunden war. Als Saure-Komponente wurden jeweils 5 eq. Fmoc-MeVal verwendet 
und die Reaktion jeweils nach 30 min abgebrochen. 

Im Schlusselschritt wurden die folgenden drei verschiedenen Kupplungsbedingungen 
angewendet: 

25 

1) HATU/DIEA/DCM, 30 min. 

2) BEMT/DIEA/DCM, 30 min. 

3) Triphosgen/Collidin/DIEA/THF, 30 min. 

30 AnschlieBend wurde das Dipeptid mit 1 %iger Trifluoressigsaure (TFA) in Dichlor- 
methan (DCM) vom Harz abgespalten. 
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Fmoc-MeVal - MeVal - Melle - Sar - P 



1% TFA, OCM 




Fmoc-MeVal - MeVal - Melle - Sar-OH 



Wie anhand der HPLC-Chromatogramme der Rohprodukte (Fig. 1) ersichtlich ist, 
5 fuhrt das ublichenveise fur Problemkupplungen eingesetzte Reagenz HATU im 
gezeigten Fall zu keinerlei Umsatz, auch mit BEMT ist der Umsatz unbefriedigend 
Demgegeniiber ist bei Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens bereits nach 
30 min ein hoher Umsatz erreicht. Wiederholung dieser Kupplung unter den gleichen 
Bedingungen fiihrt zu quantitativer Produktbildung. Im vorliegenden Fall konnte 
10 explizit nachgewiesen werden, dass keine Epimerisierung stattfindet, d.h. es wird 
ausschlieBlich das Per-L-Tetrapeptid gebildet (siehe Beispiel 3). 

Fig. 1: HPLC-Chromatogramme der Reaktionsprodukte der drei Umsetzungen unter 
verschiedenen Bedingungen (UV-Detektion, X = 214nm). Die Kurven fur die Urn- 
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setzungen mit BEMT und Triphosgen sind perspektivisch versetzt dargestellt (d.h. 
die Grundlinie aller drei Kurven beginnt bei 0 AU). 

Beisniel 3 

5 

Urn herauszufinden, ob bei der Modellkupplung von Beispiel 2 Epimerisierung ein- 
getreten ist, wurde ein 50:50-Gemisch von L- und D-FmocMeVal mit dem Tripeptid 
gekuppelt, das erhaltene Gemisch der beiden diastereomeren Tetrapeptide, DLLL- 
und LLLL-Isomer, mittels RP-HPLC (Reverse Phase-High Pressure Liquid 

10 Cromatography) getrennt und mittels UV-Detektion das Chromatogramm des 
Diastereomerengemischs aufgezeichnet (Fig. 2). Unter den gleichen RP-HPLC- 
Bedingungen wurden auch die HPLC-Chromatogramme (UV-Detektion) des 
isolierten DLLL-Isomers (Fig. 3) und des Produktes der Kupplung von reinem L- 
FmocMeVal (Fig. 4) aufgezeichnet. Im letzteren Fall wurde ausschlieBlich das Signal 

15 des LLLL-Diastereomers gefunden (Fig. 4), d.h. es trat keine Epimerisierung auf. 

Fig. 2: RP-HPLC-Chromatogramm eines Gemischs aus DLLL- und LLLL-Isomer 
(mAU= 10" 3 Absorptionseinheiten). 

20 Fig. 3 : RP-HPLC-Chromatogramm des DLLL-Isomers. 

Fig. 4: RP-HPLC-Chromatogramm des LLLL-Isomers. 

A) Beispiel 4:Flussigphasen-Synthese eines Dipeptids 

25 

Die geschutzten //-Methyl-L-aminosauren FmocMeVal-OH und MeVal-OBn 
wurden zum Dipeptid FmocMeVal-MeVal-Obn gekuppelt. 

Dazu wurden 1,1 eq. der Fmoc-Aminosaure in THF in Gegenwart von 14 eq. 2,4,6- 
30 Collidin mit 0,5 eq. Triphosgen versetzt und die entstandene Aktivierungslosung in 
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die Losung von 1 eq. der Carboxy-geschiitzten Aminosaure und 14 eq. DIEA in 
THF gegeben. 

Die Reaktion benotigte 5 min zur vollstandigen Umsetzung. Es traten weder Neben- 



Beispiel 5 Synthese von Cyclosporin O 

Zunachst wurde als Vorstufe das lineare Undecapeptid mit der Sequenz 

10 

H-Nva-Sar-MeI^u-Val-MeLeu-AIa-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeLeu-(TC 
Harz) 

am TCP-Harz aufgebaut und dieses nach der Abspaltung vom Harz zum Cyclosporin 
15 O (IV) cyclisiert 



5 



produkte auf noch fand Epimerisierung statt. 




(IV) 



Aufbau der linearen Undecapeptid- Vorstufe: 



20 



Die Belegung von 150 mg TCP-Harz erfolgte mit 55 mg Fmoc-MeLeu-OH (3 eq) in 
77 [i\ DCM mit 3 eq DIEA uber 3 Stunden. 
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AnschlieBend wurde das Undecapeptid mit zehn Kupplungen aufgebaut. Nach jeder 
Kupplung wurde der Chloranil-Test oder der Kaiser-Test durchgefuhrt (Fmoc Solid 
Phase Synthesis, W. C. Chan, P. D. White (Hrsg.), Oxford University Press, 2000, S. 
61 ff.). Im Falle eines negativen Testergebnisses wurde emeut gekuppelt. 

5 

In Erganzung zu erfindungsgemafien Kupplungen mit Triphosgen als Aktivie- 
rungsreagenz wurden an speziellen Syntheseabschnitten zusatzlich Kupplungen mit 
der Aktivierungsreagenz-Kombination aus Diisopropylcarbodiimid (DIC) und 
Hydroxyazabenzotriazol (HOAt) durchgefuhrt. Der Einsatz dieser Reagenzien 

10 erfolgte in der folgenden Weise: 3 eq. der N-geschutzten Aminosaure wurden jeweils 
in einer Losung von 3 eq. HOAt und 3 eq. DIEA in CH 2 C1 2 gelost Zu dieser Losung 
wurden 3 eq. DIC gegeben. Nach 5- bis 10-miniitiger Voraktivierung wurde die 
ReaktionslSsung zum Peptidylharz gegeben. Die Reaktionszeit betrug jeweils 
12 Stunden. Die Kupplungen mit Triphosgen wurden wie Beispiel 1 beschrieben 

15 durchgefuhrt, wobei die Reaktionszeit jeweils 2,5 oder 3 Stunden betrug. 

Die Kupplungen wurden im Einzelnen wie folgt durchgefuhrt, wobei unter anderem 
das Aktivierungsreagenz und die Reaktionszeit in Stunden angegeben ist: 

20 1 .) MeVal-* MeLeu-(TCP-Harz): Triphosgen, 3 h: 

IR-Kontrolle zeigt Fmoc-Bande, Chloranil-Test positiv 

erneute Kupplung uber die Triphosgen, 3 h: 
Chloranil-Test negativ 

25 2.) MeLeu-> MeVal: Triphosgen, 3 h: 

Chloranil-Test negativ, HPLC: 100 % Flache Produktpeak 



3.) 



MeLeu-> MeLeu: Triphosgen, 3 h: 

Chloranil-Test negativ, HPLC: 99 % Flache Produktpeak 
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4. ) D-Ala-» MeLeu: Triphosgen, 3 h: 

Chloranil-Test positiv., HPLC: 10 % Flache Produktpeak 

anschlieCende Kupplung mit HOAt/DIC, 12 h: 
Chloranil-Test negativ, HPLC: 95 % Flache Produktpeak 

5 

5. ) Ala-» D-Ala: Triphosgen, 3 h: 

Kaiser-Test pos. HPLC: 80 % Flache Produktpeak 
anschlieBende Kupplung mit HOAt/DIC, 12 h: 
Kaiser-Test negativ, HPLC: 98 % Flache Produktpeak 

10 

6. ) MeLeu-> Ala: Triphosgen, 3 h: 

Kaiser-Test negativ 



7.) Val-> MeLeu: Triphosgen, 3 h: 
1 5 Chloranil-Test positiv, HPLC: 60 % Flache Produktpeak 

anschlieCende Kupplung mit HOAt/DIC, 12 h: 
Chloranil-Test negativ 



8. ) MeLeu^ Val: Triphosgen, 3 h: 
20 Kaiser-Test negativ 

9. ) Sar-> MeLeu: Triphosgen, 2,5 h: 

Chloranil-Test negativ 



25 10.) Nva-» Sar: Triphosgen, 2,5 h: 

Chloranil-Test negativ, HPLC: 96 % Flache Produktpeak 



Das Tetrapeptid Fmoc-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeLeu-OH wurde in einer Reinheit 
von uber 99 % ausschliefllich uber erfindungsgemaBe Kupplungen mit Triphosgen 
30 erhalten, die wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefiihrt wurden. Nur die erste 
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Kupplung musste dabei einmal wiederholt werden. Das HPLC-Spektrum des 
Tetrapeptids ist in Fig. 5 gezeigt. 

Nach erfindungsgemaBer Kupplung des 5. Restes (Fmoc-D-Ala-OH) mit Triphosgen 
5 zeigte das HPLC nur 10 % Umsatz. Jedoch konnte die Reaktion durch zusatzlichen 
Einsatz von HOAt/DIC-Kupplung zu vollstSndigem Umsatz gefiihrt werden. 

Die zehnte Kupplung zeigt, dass auch die erfindungsgemafie Kupplung mit 
Triphosgen einer nicht Af-methylierten Aminosaure auf eine W-methylierte nahezu 
1 0 quantitativ verlaufen kann. 

Mit der Kombination aus erfindungsgemaBen Kupplungen mit Triphosgen und 
Kupplungen mit HOAt/DIC wurde die lineare ungeschutzte Undecapeptid-Vorstufe 
des Cyclosporins in einer HPLC-Ausbeute von 90 % erhalten (HPLC-Spektrum: s, 
15 Fig. 6). 

2) Cyclisierung und Reinigung 

Fur die Abspaltung des linearen Peptids vom Harz wurde Hexafluorisopropanol 
20 verwendet. Das Rohpeptid wurde nach Gefriertrocknung direkt und ohne weitere 
Aufarbeitung cyclisiert. Die Cyclisierung wurde in Dichlormethan mit HO At, EDC1 
und DIEA tiber einen Zeitraum von 16 Stunden durchgefiihrt. Die Rohausbeute 
betrug ca. 75 bis 80 % (HPLC-Spektrum: s. Fig. 7). 

25 3) Ausbeuteberechnung und Reinheitskontrolle 

Die Belegung des Harzes mit der ersten Aminosaure betrug 0,4 mmol/g Harz. Es 
wurden 150 mg Harz eingesetzt, was einer Menge von 60|imol Peptid am Harz 
entspricht (theoretische Ausbeute an linearer Vorstufe von Cyclosporin O (M = 
30 1 160,60) bei einem angenommenen Umsatz von 100 % pro Schritt: 69,6 mg). Nach 
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Durchfiihrung der gesamten Sequenz wurde eine Ausbeute an linearem Rohprodukt 
(M - 1 178,62) von 36,0 mg (30,5 ^mol, 50,8 %) erhalten. 

AnschlieBend wurden 10,0 mg (8,5 ymol) Rohprodukt cyclisiert. Die Ausbeute 
5 betrug 8,1 mg (7,0 ymol; 82,4%). Die Gesamtausbeute an Rohprodukt von 
Cyclosporin O betragt damit 41,8 %. 

Die erhaltenen 8,1 mg Rohprodukt wurden mittels praparativer HPLC gereinigt, 
wobei 2,9 mg (2,5 ^imol; 35,7 % des Rohproduktes) erhalten wurden. Die Gesamt- 
10 ausbeute bei der Herstellung von Cyclosporin in Bezug auf die erste Harzbeladung 
betrug damit 14,9 %. 

Diese Ausbeute liegt innerhalb der Grenzen der meisten Flussigphasen-Synthesen, 
die fiir verschiedene Cyclosporin- Analoga erhalten wurden. *H-NMR belegte die 
15 Identity des synthetischen Cyclosporin O mit dem Naturstoff. Es wurden keine 
Diastereomere gefunden. Das Massenspektrum des gereinigten Cyclosporin O ist in 
Fig. 8 gezeigt. 

Fig. S: HPLC-Chromatogramm des Fmoc-geschutzten Tetrapeptids Fmoc-MeL- 
20 MeL-MeV-MeL-OH (UV-Detektion: X = 2 14 nm) 

Fig, 6: HPLC-Chromatogramm des linearen entschutzten Undecapeptides (UV- 
Detektion: X = 214 nm) 

25 Fig- 7: HPLC-Chromatogramm des Rohprodukts der Cyclisierungsreaktion zum 
Cyclosporin O (UV-Detektion: X = 214 nm). 

Fig- 8: Massenspektrum des gereinigten Cyclosporin O. 
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Beisniel 6 Synthese von Omphalotin A 

Mit dem erfindungsgemaflen Verfahren gelang erstmals die Totalsynthese von 
Omphalotin A. Omphalotin A ist ein Cyclododecapeptid mit einer hohen 
5 nematiziden Wirkung, insbesondere gegen den wichtigen pflanzenpathogenen 
Nematoden Meloidogyne incognita (A. Mayer, H. Anke, O. Sterner, Nat. Prod Lett. 
1997, 10, 25-32; O. Sterner, W. Etzel, A. Mayer, H. Anke, Nat Prod Lett. 1997, 70, 
33-38; WO 97/20857). 

1 0 Zunachst wurde als Vorstufe das lineare Dodecapeptid mit der Sequenz 

H-Sar-Val-MeIle-Sar-Trp-MeVal41e-MeVal-MeVal-Sar-MeVal-MeIle-(TCP-Harz) 

am TCP-Harz aufgebaut und dieses nach der Abspaltung vom Harz zum Omphalotin 
15 A (V) cyclisiert. 




(V) 
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1) Aufbau der linearen Dodecapeptid-Vorstufe 

Die Belegung von 2 g TCP-Harz erfolgte mit 733 mg Fmoc-Melle-OH (3 eq) in 
15 mL DCM mit 1 mL DIEA (3 eq) ilber 3 Stunden. Es wurde eine Beladung von 
5 0,56 mmol/g ermittelt. 

AnschlieBend wurde das Dodecapeptid mit elf Kupplungen aufgebaut. Nach jeder 
Kupplung wurde der Chloranil-Test oder der Kaiser-Test durchgefilhrt (Fmoc Solid 
Phase Synthesis, W. C. Chan, P. D. White (Hrsg.), Oxford University Press, 2000, S. 

10 6 Iff.). Im Falle eines negativen Testergebnisses wurde erneut gekuppelt. In 
Erganzung zur erfindungsgemaBen Kupplung mit Triphosgen wurden an speziellen 
Syntheseabschnitten Kupplungen mit Diisopropylcarbodiimid (DIC) und Hydroxy- 
azabenzotriazol (HOAt) durchgefiihrt. Der Einsatz dieser Reagenzien erfolgte in der 
folgenden Weise: 3 eq. der iV-geschutzten Aminosaure wurden in einer Losung von 3 

15 eq. HOAt und 3 eq. DIEA in CH 2 C1 2 gelost. Zu dieser Ldsung wurden 3 eq. DIC 
gegeben. Nach 5-10 min. Voraktivierung wurde die Reaktionslosung zum Peptidyl- 
harz gegeben (Reaktionszeiten wie angegeben). 

Die Kupplungen wurden im Einzelnen wie folgt durchgefiihrt, wobei unter anderem 
20 das Aktivierungsreagenz und die Reaktionszeit in Stunden angegeben ist: 

1 .) Kupplung MeVal->MeIle: Triphosgen (wie Beispiel 1), 2,5 h: 
Chloranil-Test negativ. 

25 2.) Kupplung Sar-» MeVal: Triphosgen (wie Beispiel 1), 4 h: 
Chloranil-Test negativ 

3.) Kupplung MeVal-» Sar: Triphosgen (wie Beispiel 1), 3 h: 
Chloranil-Test negativ 



30 
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4.) MeVal-* MeVal: Triphosgen (wie Beispiel 1), 3 h: 

Chloranil-Test negativ, HPLC 96 % Flache Produktpeak (nach Fmoc- 
Entschutzung). 



5 5.) He-* MeVal: HOAt/DIC, 16 h: 

Chloranil-Test positiv, HPLC: ca. 80 % Flache Produktpeak 

Nachkupplung mit HOAt/DIC, 20 h: 
Kaiser-Test negativ 

10 6.) MeVal-> He: Triphosgen (wie Beispiel 1), 1 h: 

Kaiser-Test negativ, HPLC: ca. 95 % Flache Produktpeak. 



7. ) Tip-* MeVal: HOAt, 18 h: 

Chloranil-Test minimal positiv, HPLC: ca. 93 % Flache Produktpeak. 

15 

8. ) Sar-* Trp: Triphosgen (wie Beispiel 1), 1 h: 

Kaiser-Test negativ, HPLC: 93 % Flache Produktpeak. 

9. ) Melle-* Sar: Triphosgen (wie Beispiel 1), 1 h: 

20 Chloranil-Test negativ, HPLC: 96 % Flache Produktpeak. 



10. ) Val-* Melle: HOAt/DIC, 16 h: 

Chloranil-Test positiv, HPLC: 85 % Flache Produktpeak, 
Nachkupplung mit HOAt/DIC, 15 h: 
25 Chloranil-Test negativ, HPLC: Flache Produktpeak > 90% (Integration nicht 

moglich, da Peak am Anschlag des Detektors) 

11. ) Sar^ Val: Triphosgen (wie Beispiel 1), 1 h: 

Kaiser-Test negativ, HPLC: 93 % Flache Produktpeak. 

30 



(Alle HPLC-Reinheiten gelten fur Fmoc-entschutzte Peptide, X = 214 nm) 
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2) Cyclisierung und Reinigung 

Fttr die Abspaltung des linearen Peptids vom Harz wurde Hexafluorisopropanol 
5 verwendet. Das Rohpeptid (HPLC-Spektrum: s. Fig. 9, ESI-Massenspektrum: s. Fig. 
10) wurde nach Gefriertrocknung direkt und ohne weitere Aufarbeitung cyclisiert. Es 
wurden aus vier Festphasenlaufen 1,29 g (0.965 mmol) Rohprodukt an linearern 
Dodecapeptid ftir die Cyclisierung eingesetzt. Die Cyclisierung wurde in Dichlor- 
methan mit HO At, EDCI und DIEA uber einen Zeitraum von 16 Stunden durch- 
10 gefuhrt. Die Rohausbeute betrug ca. 78 % (HPLC-Spektrum: s. Fig. 1 1). 

3) Ausbeuteberechnung und Reinheitskontrolle 

Die Belegung des Harzes mit der ersten Aminosaure betrug 0,56 mmol/g Harz. Es 
15 wurden insgesamt 2,0 g Harz eingesetzt, was einer Menge von 1,12 mmol Peptid am 
Harz entspricht (theoretische Ausbeute an linearer Vorstufe von Omphalotin A (M = 
1318,77) bei einem angenommenen Umsatz von 100% pro Schritt: 1,48 g). Nach 
Durchfiihrung der gesamten Sequenz wurde eine Ausbeute an linearern Rohprodukt 
(M = 1336,78) von 1,336 g (1,0 mmol, 89,2 %) erhalten. 

20 

AnschlieOend wurden 1,29 g (0,965 mmol) Rohprodukt, aufgeteilt in vier gleich 
grofie Ansatze, cyclisiert. Die Ausbeute betrug 1,11 g (0,842 mmol; 87,2%). Die 
Gesamtausbeute an Rohprodukt von Omphalotin A betragt damit 77,8 %. 

25 70 mg Rohprodukt wurden mittels praparativer HPLC gereinigt, wobei 24,5 mg 
(18,6 nmol; 35,0% des Rohproduktes) erhalten wurden (HPLC-Spektrum: s. Fig. 
12). Die Gesamtausbeute bei der Herstellung von Omphalotin A in Bezug auf die 
erste Harzbeladung betrug damit 27,2 %. 

30 ! H-NMR-Spektroskopie belegte die Identitat des synthetischen Omphalotin A mit 
dem Naturstoff (Fig. 13) (NMR-Daten publiziert in: O. Sterner, W. Etzel, A. Mayer, 
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H. Anke, Nat. Prod Lett. 1997, 70, 33-38). Das Massenspektrum des gereinigten 
Omphalotin A ist in Fig. 14 gezeigt. 

4) Racemisierungskontrolte von Omphalotin A (OmA) 

5 

Die Racemisierungstests wurden nach der Methode von Konig (W. Konig, I. 
Benecke, N. Lucht, E. Schmidt, J. Schulze, S. Sievers, J. Chromagogr. 1983, 279, 
555-562) durchgefiihrt. Dazu wurde nach Totalhydrolyse des Peptids in DCI/D2O mit 
Isopropylisocyanat derivatisiert und die Derivate auf einer chiralen GC-Phase mit 
10 GC/MS vermessen. Die Hydrolyse in deuteriertem Losungsmittel erlaubt die 
Korrektur der Ergebnisse urn den Anteil der Epimerisierung, der durch die Hydrolyse 
selbst verursacht wurde, da diese Derivate ein Deuteriumatom enthalten und 
aufgrund ihrer umlDa verschobenen Masse in der GC/MS-Analytik vernachlassigt 
werden konnen. 

15 

W-Me-D-MeVal JV-Me-D-Melle JV-Me-D-Melle 

(Cyclisierungs- 
stelle) 
1,76 % - 
0,97 % 

15,4 % ca. 30 % 

6,9% ca. 14% 



Die Analyse der Epimerisierung des zeigt deutlich, dass die Kupplungsmethode an 
sich nahezu vollig racemisierungsfrei ist. Allerdings tritt wahrend der Zyklisierung 
starke Epimerisierung ein. Das dabei entstehende falsche Diastereomer lasst sich 
20 saulenchromatographisch nicht vollstandig abtrennen und verunreinigt dadurch das 
Endprodukt (vgl. HPLC-Chromatogramme Fig. 1 1 und 12, das falsche Diastereomer 
eluiert selbst bei isokratischem Lauf als Schulter kurz nach dem Omphalotin A). 



Naturstoff 0,86 % 

Lineares Dodekapeptid 0,66 % 

OmA Rohprodukt 0,76 % 

OmA aufgereinigt 0,3 1 % 
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Fig. 9: HPLC-Chromatogramm des linearen, entschutzten Dodecapeptides (Roh- 
produkt nach Abspaltung vom Harz; Beispiel 6). 

Fig. 10: ESI-Massenspektrum des linearen, entschutzten Dodecapeptides 
5 (Rohprodukt nach Abspaltung vom Harz; Beispiel 6). 

Fig. 11: HPLC-Chromatogramm des Rohprodukts der Cyclisierungsreaktion 
(Beispiel 6). 

10 Fig. 12: HPLC-Chromatogramm des gereinigten Endprodukts, Omphalotin A 
(Beispiel 6). 

Fig. 13: 'H-NMR-Spektrum (700 MHz, CD 3 OD) des gereinigten Endprodukts, 
Omphalotin A (Beispiel 6). 

15 

Fig. 14: ESI-Massenspektrum des gereinigten Endprodukts, Omphalotin A (Beispiel 
6). 

Beispiel 7 Verbesserte Synthese von Omphalotin A (V) 

20 

Um das Problem der Epimerisierung der C-terminalen Aminosaure wahrend der 
Cyclisierung zu vermeiden, wurde die optisch nicht aktive Aminosaure Fmoc- 
Sarcosin als erste Aminosaure auf das Tragerpolymer gekuppelt. Dazu wurden 
200 mg TCP-Harz (Substitution 1,04 mmol/g) mit einer Losung von 1 eq Fmoc-Sar- 

25 OH und 3 eq DIEA in DCM(abs) versetzt und die Suspension fur 3 h geschuttelt. 
Danach wurde zu der Suspension etwa 0,5 ml Methanol gegeben, um die 
verbliebenen Tritylchloridfunktionen als Methylether zu cappen. Eine Fmoc- 
Bestimmung ergab eine Belegung von 0,58 mmol/g. Unter Beriicksichtigung des 
theoretischen Massenzuwachses des Harzes von ca. 40 mg bedeutet dies, dass auf 

30 dem Syntheseharz 0,14 mmol Fmoc-Sarcosin immobilisiert waren. Bezogen auf 
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diese Stoffinenge wurden fur die BTC-Kupplung folgende Reagenzienuberschusse 
eingesetzt: 



Fmoc- Aminosaure: 3,5 eq 

5 Triphosgen: 1,15 eq 

Collidin: 10,0 eq 

DIEA: 8,0 eq 

Triphosgen wurde als Stammlosung mit einer Konzentration von 61,5 mmol/1 
10 hergestellt (entsprechend 18,27 mg BTC pro Milliliter THF(abs)), von der pro mmol 
Aminosaure 5,36 ml eingesetzt wurden. Daraus resultiert eine Aminosaure- 
konzentration von 0,19 mol/l. 



Die grundsatzliche Vorgehensweise bei der Triphosgenkupplung ist bis auf zwei 
1 5 Ausnahmen analog zu Beispiel 6: 



Die Zugabe der nunmehr fast halbierten Menge an DIEA zum entschutzten 
Peptidylharz erfolgte erst unmittelbar vor der Zugabe der Aktivierungsldsung 
(Fmoc- Aminosaure, Triphosgen, Collidin in THF(abs)). 

Die Fmoc-Entschiitzung des Peptidylharzes mit Piperidin wurde zeitlich so 
kurz wie moglich gehalten, d.h. das Fmoc-geschtitzte Harz wurde 1x3 min 
und 1 x 8 min mit 20% Piperidin/DMF behandelt. 

25 Beide genannten MaBnahmen sollten den Kontakt des Fmoc-entschiitzten Harzes mit 
Base minimieren, um einen basenkatalysierten nucleophilen Angriff des freien 
Aminoterminus an der Tritylesterbindung des Sarcosin und die daraus folgende 
zyklisierende Abspaltung zu unterbinden. Diese Nebenreaktion, die auf der Stufe des 
Dipeptides zur bereits erwahnten Bildung von Diketopiperazinen fuhrt, ist vermutlich 

30 verantwortlich fur das Scheitern frUherer Syntheseversuche von Omphalotin A und 



1.) 



20 



2.) 
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kurzerer Peptidsegmente mit Sarcosin als C-terminaler Aminosaure unter Anwen- 
dung der Triphosgenkupplung. 

In einigen Fallen kam die Anwendung der HOAt-Kupplung zur Anwendung, die wie 
5 in Beispiel 6 durchgefiihrt wurde. 

Weiterhin wurde in einigen Fallen die HATU-Kupplung verwendet. Bei dieser wurde 
wie folgt vorgegangen: Die zu kuppelnde Fmoc-Aminosaure (3,5 eq) wurde gemein- 
sam mit HATU (3,5 eq) eingewogen und in einer moglichst geringen Menge 
10 DCM(abs)/DMF(abs) (1:1) gelost. Zu der Losung wurde DIEA (7 eq) gegeben und 
fur 15 min zur Voraktivierung stehengelassen. Danach wurde diese Losung direkt zu 
dem in DMF(abs) vorgequollenen, entschutzten Peptidylharz gegeben und fur die 
jeweils angegebene Zeit geschuttelt. Die Reaktionslosung wurde abgesaugt und das 
Harz mit DMF, DCM, DMF, DCM, MeOH (jeweils 3x) gewaschen. 

15 

Die beschriebenen Anderungen ermoglichten die Synthese von optisch hochreinem 
Omphalotin A ausgehend von mit Fmoc-Sar belegtem TCP-Harz. Dabei wurde jedes 
der drei im Zielmolekul vorkommenden Sarcosine als C-terminale Aminosaure 
verwendet, was zu den folgenden drei unterschiedlichen linearen Vorlaufermolekulen 
20 fuhrte: 

a. ) H-Tip-MeVaWle-MeVal-MeVal-Sar-MeVal-Mene-Sar-Val-Melle-Sar-OH 

b. ) H-Val-Melle-Sar-Tip-MeVal-Ile-M^ 

c. ) H-MeVal-Melle-Sar-Val-Melle-Sar-T^^ 

25 

Wahrend die linearen Dodekapeptide in alien drei Fallen in sehr zufriedenstellenden 
Reinheiten anfielen, verlief die Zyklisierung nur in den Fallen a.) und b.) quantitativ; 
im Fall c.) waren im Endprodukt noch etwa 20 % des linearen Peptids vorhanden. 



30 



Exemplarisch soli hier die Synthesevariante iiber das lineare Dodekapeptid b.) 
gezeigt werden. 
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Syntheseverlauf: 

1 . ) Kupplung Melle -> Sar: Triphosgen, 3 h, Chloranil-Test negativ. 

2. ) Kupplung MeVal -> Melle: Triphosgen, 3 h, Chloranil-Test negativ. 
5 3.) Kupplung Sar -> MeVal: Triphosgen, 2,5 h, Chloranil-Test negativ. 

4. ) Kupplung MeVal -> Sar: Triphosgen, 3 h, Chloranil-Test negativ. 

HPLC-Reinheit: >98 %. 

5. ) Kupplung MeVal -> MeVal: Triphosgen 3 h, Chloranil-Test schwach positiv 

Nachkupplung Triphosgen 3 h, Chloranil-Test negativ. HPLC-Reinheit: > 95 
10 %. 

6. ) Kupplung lie -> MeVal: HATU, 20 h, Chloranil-Test schwach positiv 

Nachkupplung HATU 3 h, Chloranil-Test schwach positiv 

Nachkupplung HOAt 16 h, Chloranil-Test negativ. HPLC-Reinheit: ca. 90 %. 

7. ) Kupplung MeV ->Ile: Triphosgen, 3 h, HPLC-Reinheit: 90 %. 
15 8.) Kupplung Trp -> MeV: HATU 4 h, HPLC-Reinheit: 89 %. 

9. ) Kupplung Sar -> Trp: Triphosgen, 4 h, HPLC-Reinheit: 86 %. 

10. ) Kupplung Melle -> Sar: Triphosgen, 4 h, HPLC-Reinheit: 83 %. 

1 1 . ) Kupplung Val -> Melle: HATU, 5 h, HPLC-Reinheit: 80 %. 

20 Alle angegebenen HPLC-Reinheiten beziehen sich auf das Fmoc-geschiitzte Peptid 
(a.=214 nm). Die verlangerten Reaktionszeiten der meisten BTC-Kupphmgen resul- 
tieren in erster Linie aus der parallelen Reaktionsfuhrung zur simultanen Synthese 
aller drei genannten linearen Vorlauferpeptide. Eine Verringerung der Kupplungs- 
effizienz durch die Reduzierung der eingesetzten Reagenzienmengen wurde nicht 

25 beobachtet. 



Die Racemisierungskontrolle des gemaB Beispiel 7 synthetisierten Omphalotin A 
(OmA) erfolgte wie unter Beispiel 6 beschrieben. 
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W-Me-D-MeVal 



//-Me-D-Melle 



Lineares Dodekapeptid 
OmA Rohprodukt 



1,2% 
1,5 % 



2,4 % 



3,2 % 



Wie erwartet ist hier der Anteil an Af-Me-D-Melle im zyklisierten Rohprodukt nicht 
deutlich erhdht gegenuber dem linearen Vorlauferpeptid, da es nicht an der Zykli- 
sierungsreaktion beteiligt ist. Diese Werte und die Peakscharfe des Zyklisierungs- 

5 produktes in den HPLC-Chromatogrammen (Fig. 15 und 16) bedeuten, dass die 
Produktreinheit des gemaC Beispiel 7 synthetisierten Omphalotin A deutlich besser 
sein muss als die des gemaB Beispiel 6 erhaltenen Produkts. Das HPLC-Chromato- 
gramm der aufgereinigten Verbindung (Fig 17) bestatigte dies. Eine Reinigung 
mittels praparativer HPLC lieferte das hochreine Produkt in einer Gesamtausbeute 

10 von 21 %. 

Fig- IS: HPLC-Chromatogramm des Fmoc-entschutzten, linearen Dodekapeptides 



15 Fig. 16: HPLC-Chromatogramm des Rohproduktes der Zyklisierungsreaktion 
(Beispiel 7). 

Fig. 17: HPLC-Chromatogramm des gereinigten, optisch reinen Omphalotin A 
(Beispiel 7). 



(Beispiel 7). 
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Patentansnruche 

1 . Verfahren zur Herstellung von Carbonsaureamiden aus einer Saure-Kompo- 
nente in Form einer mindestens eine Carboxy-Gruppe aufweisenden Ver- 
5 bindung und einer Amin-Komponente in Form einer mindestens eine primare 

oder sekundare Amino-Gruppe aufweisenden Verbindung, bei dem 

(i) die Amin-Komponente zusammen mit einer Kupplungsbase in Form 
einer organischen Base mit mindestens einem Stickstoffatom in einem 

1 0 Losungsmittel vorgelegt wird, 

(ii) die Saure-Komponente mit einem Aktivierungsreagenz in Form eines 
Carbonats der Formel I, 

15 0=C(-OX) 2 (I) 

das die beiden gleichen oder verschiedenen, getrennten oder mitein- 
ander verbundenen, elektronenziehenden Gruppen X aufweist, 

20 dessen Monohalogenids der Formel II, 

0=C(-OX)Y (II) 

in der X die gleiche Bedeutung wie in Formel I hat und Y ftir ein 
25 Halogenatom steht, 

oder dessen Dihalogenids der Formel III, 

0=CYY' (III) 



10 
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in der Y und Y' unabh&ngig voneinander flir je ein Halogenatom 
stehen, 

und einer Aktivierungsbase in Form einer organischen Base mit 
mindestens einem Stickstoffatom in ein Losungsmittel gegeben wird, 

(iii) das die Saure-Komponente enthaltende Gemisch gemafl (ii) zu dem 
die Amin-Komponente enthaltenden Gemisch gemaB (i) gegeben 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Saure-Kompo- 
nente und/oder die Amin-Komponente eine Aminosaure oder ein Peptid ist, 
deren iibrige Carboxy- und/oder Amino-Gruppen geschutzt sind. 



15 3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 

a) die Saure-Komponente und die Amin-Komponente gleiche oder 
verschiedene Aminosauren sind, 

20 b) die Saure-Komponente eine Aminosaure und die Amin-Komponente 

ein Peptid ist oder 

c) die Amin-Komponente eine Aminosaure und die Saure-Komponente 
ein Peptid ist, 



25 



wobei uber die mindestens eine Carboxy-Gruppe und die mindestens eine 
primare oder sekundare Amino-Gruppe hinaus vorhandene weitere Carboxy- 
bzw. primare oder sekundare Amino-Gruppen geschutzt sind. 



30 4. 



Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Amino-Gruppe 
der Amin-Komponente eine sekundare Amino-Gruppe und/oder die an das 
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a-C-Atom der Saure-Komponente gebundene Aminogruppe eine tertiare 
Amino-Gruppe ist, insbesondere die Amino-Gruppe der Amin-Komponente 
und die geschutzte oder peptidisch verkniipfte Aminogruppe der Saure- 
Komponente beide Af-alkyliert sind, vorzugsweise unabhangig voneinander 
5 N-alkyliert mit einer Methyl-, Ethyl-, Propyl-, iso-Propyl-, Cyclolhexyl- oder 

Benzylgruppe. 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Amin-Komponente oder die Saure-Komponente reversibel an eine 

10 feste Phase gebunden ist, vorzugsweise an ein Harz, insbesondere an ein 

Trityl-Harz, Wang-Polystyrol-Harz oder Rink-Amid-MBHA-Harz und be- 
sonders bevorzugt an TCP-Harz. 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
15 dass die S&ure-Komponente und die Amin-Komponente in einem Verhaltnis, 

bezogen auf die Stoffinenge, von mindestens 1 zu 1, vorzugsweise von 1 zu 1 
bis 10 zu 1, insbesondere von 1 zu 1 bis 5 zu 1, eingesetzt werden. 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
20 dass die Saure-Komponente und das Aktivierungsreagenz in einem Ver- 
haltnis, bezogen auf die Stoffinenge, von mindestens 1 zu 1, vorzugsweise 
von 1 zu 1 bis 4 zu 1, insbesondere von 2 zu 1 bis 3 zu 1, eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
25 dass die Kupplungsbase und/oder die Aktivierungsbase gemaB (ii) in einem 

Verhaltnis zur Amin-Komponente, bezogen auf die Stoffinenge, von 
mindestens 2 zu 1, vorzugsweise von 4 zu 1 bis 30 zu 1, insbesondere von 8 
zu 1 bis 20 zu 1, besonders bevorzugt von 12 zu 1 bis 16 zu 1, eingesetzt 
werden. 
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9. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Aktivierungsreagenz 

ein Carbonat der Formel I, in der eine oder beide Gruppen X unabhMngig 
5 voneinander filr eine Gruppe CH3- n Y n stehen, wobei n fur eine der Zahlen 1, 2 

oder 3 und Y n fur ein, zwei oder drei gleiche oder verschiedene 
Halogenatome steht, stehen, insbesondere fur eine der Gruppen CCb, CF3, 
CBr 3 , CHC1 2 , CHF 2 , CHBr 2 , CHI 2 , CH 2 C1, CH 2 F oder CH 2 Br, oder 

10 ein halogeniertes l,3-Dioxolan-2-onderivat, dessen vier Wasserstoffatome in 

4- und 5-Position ganz oder teilweise durch ein, zwei, drei oder vier gleiche 
oder verschiedene Halogenatome substituiert sind, oder 

ein Monohalogenid der Formei II, in der X fur eine Gruppe CHa^Y,, steht, 
15 wobei n fur eine der Zahlen 1, 2 oder 3 und Y n fur ein, zwei oder drei gleiche 

oder verschiedene Halogenatome steht, stehen, oder 

ein Dihalogenid der Formel III, 

20 vorzugsweise Triphosgen, Diphosgen, Phosgen und/oder 4,4,5,5-Tetrachlor- 

l,3-dioxolan-2-on, 

besonders bevorzugt Triphosgen eingesetzt wird. 

25 10. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Kupplungsbase und die Aktivierungsbase unabhangig voneinander 
ausgewahlt sind 



aus der Gruppe umfassend Pyridin und die ein- oder mehrfach alkylsub- 
30 stituierten Pyridinderivate, vorzugsweise aus den Collidinen, 2,4,6-Tritert- 
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butylpyridin, 2,6-Ditert-butylpyridin, 2,6-Ditert-butyl-4-methylpyridin, 2,6- 
Dimethylpyridin, 2,3,5,6-Tetramethylpyridin, 2-Methylpyridin, Pyridin, oder 

aus der Gruppe der Trialkylamine, vorzugsweise aus Diisopropylethylamin, 
Triisopropylamin, Af-Methylmorpholin, Triethylamin. 

1 1. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Kupplungsbase 2,4,6-Collidin, Pyridin, Triethylamin oder ein 
sterisch gehindertes Trialkylamin ist, vorzugsweise ein sterisch gehindertes 
Trialkylamin, insbesondere Diisopropylethylamin oder Triisopropylamin, be- 
sonders bevorzugt Diisopropylethylamin. 

12. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Aktivierungsbase ein sterisch gehindertes ein- oder mehrfach alkyl- 
substituiertes Pyridinderivat ist, vorzugsweise 2,4,6-Collidin, 2,4,6-Tritert- 
butylpyridin, 2,6-Ditert-butylpyridin, 2,6-Ditert-butyl-4-methylpyridin, 
2,6-Dimethylpyridin oder 2,3,5,6-Tetramethylpyridin, besonders bevorzugt 
2,4,6-Collidin. 

13. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Losungsmittel gemaB (i) und (ii) unabhangig voneinander ausge- 
wahlt sind aus Tetrahydrofuran, 1,4-Dioxan, Tetrahydropyran, Ethylenglykol- 
dimethylether, Diethylenglykoldimethylether, Trichlormethan, 1,3-Dichlor- 
propan, 1,2-Dichlorethan, Nitromethan oder ein Gemisch zweier oder 
mehrerer davon, vorzugsweise Tetrahydrofuran, 1,4-Dioxan, Tetrahydro- 
pyran, Ethylenglykoldimethylether oder Diethylenglykoldimethylether oder 
ein Gemisch zweier oder mehrerer davon, insbesondere Tetrahydrofuran. 



14. 



Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 13 bei der 
Herstellung biologisch aktiver N-Alkylamide. 
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15. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 13 zur 
Herstellung biologisch aktiver N- Alkylamide. 

16. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 13 zur 
5 Herstellung N-methylierter cyclopeptidischer biologisch aktiver Naturstoffe, 

vorzugsweise von Cyclosporinen, Tentoxinen, Dolastatinen, Jaspamiden, 
Didemniden und Nodularinen, insbesondere von Cyclosporin O und 
Omphalotin A. 

10 17. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 13 zur 
Herstellung von Peptiden, die anstelle einer oder mehrerer nicht-W- 
alkylsubstituierter Aminosauren eine oder mehrere Af-Methylaminosauren 
aufweisen, fur den Einsatz in einem Funktionalitatsscreening. 
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Fig. 6 
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Fig. 9 
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Fig. 11 
Absorption 
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Fig. 12 
Absorption 
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Fig. 16 
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